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ABSTRAK 
 
Antigen Culture Fitrate Protein 21 adalah protein imunodominan yang dikodekan di wilayah 
RD2 pada genom Mycobacterium tuberculosis dan menginduksi secara maksimal dari IFN- γ 
yang dilepaskan dari sel darah pasien TB. Antigen ini adalah kandidat yang cocok untuk tes 
diagnostik. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kloning rekombinan gen Rv 1984c 
pengkode protein CFP-21 dari Mycobacterium tuberculosis yang dapat menjadi dasar untuk 
immunodiagnostik tuberkulosis laten. Penelitian dimulai dengan melakukan purifikasi hasil 
PCR, kemudian dilanjutkan dengan proses ligasi ke ventor pGEM-T Easy sehingga menjadi 
pGEM-T Easy – Rv1984c, dan selanjutnya ditransformasikan ke dalam E. coli JM 109. Klon 
transforman ditumbuhkan pada media LB padat yang ditambahkan X-gal dan IPTG untuk 
menyeleksi koloni yang berhasil ditransformasi. Setelah itu media diinkubasi over night pada 
suhu 37
o
C dan diperoleh hasil berupa koloni biru yang menunjukkan proses transformasi tidak 
terjadi, sedangkan koloni putih yang menunjukkan proses transformasi berhasil dilakukan. 
 
Kata Kunci:  Antigen Culture Fitrate Protein 21, kloning, vektor pGEM-T Easy, E. coli JM 109  
 
PENDAHULUAN  
Tuberkulosis (TB) adalah suatu 
penyakit infeksi menular yang disebabkan 
bakteri Mycobacterium tuberculosis, yang 
dapat menyerang organ, terutama paru-paru. 
Penyakit ini bila tidak diobati atau 
pengobatannya tidak tuntas dapat 
menimbulkan komplikasi berbahaya hingga 
kematian (Kemenkes RI, 2015). 
Semakin sulitnya penanganan TB 
disebabkan oleh munculnya strain M. 
tuberculosis yang resisten terhadap obat TB 
atau multi-drug resistant M. tuberculosis 
(MDRTB). Strain ini diketahui resisten 
terhadap dua antibiotik utama yang sering 
digunakan yaitu isoniazid dan rifampisin. 
Lebih jauh lagi ditemukan strain M. 
tuberculosis yang menunjukkan resistensi 
terhadap lebih banyak obat TB atau 
Extensively drug resistant Mycobacterium 
tuberculosis (XDR-TB). Selain resisten 
terhadap isoniazid and rifampicin, strain ini 
juga resisten terhadap fluoroquinolone dan 
obat injeksi seperti kanamisin, capreomicin 
atau amikacin (WHO, 2012).  
Uji diagnosis baru untuk TB 
berdasarkan pada uji tuberkulin mempunyai 
spesifisitas rendah. Vaksinasi BCG dan 
paparan dengan Mycobacteria non-
tuberculosis menghasilkan respons yang 
sama dengan paparan Mycobacterium 
tuberculosis (Kusuma,2007). Salah satu 
metode yang digunakan untuk mendiagnosis 
infeksi TB adalah uji tuberkulin. Ini sering 
digunakan untuk sekrening individu dari 
infeksi laten dan menilai rata-rata infeksi TB 
pada populasi tertentu. Uji tuberkulin 
dilakukan untuk melihat seseorang 
mempunyai kekebalan terhadap basil TB, 
sehingga sangat baik untuk mendeteksi 
infeksi TB. Tetapi uji tuberkulin ini tidak 
dapat untuk menentukan M.tb tersebut aktif 
atau tidak aktif (latent). Oleh sebab itu harus 
dikonfirmasi dengan ada tidaknya gejala dan 
lesi pada foto thorak untuk mengetahui 
seseorang tersebut terdapat infeksi TB atau 
sakit TB (The tuberkulin (Mantoux) skin test 
(NTG, 2005). 
 Tes immunodiagnostik adalah 
metode analisis yang menggunakan antibodi 
sebagai reagen yang hasilnya digunakan 
untuk membantu diagnosis dan secara luas 
digunakan dalam banyak disiplin ilmu dan 
dalam berbagai cara. Mungkin penggunaan 
paling luas dan jelas adalah dalam aplikasi 
klinis, tetapi tes immunodiagnostk juga 
digunakan di bidang lain seperti ilmu 
forensik dan analisis lingkungan dan 
makanan (Edwards, 1999). 
Pencarian antigen M.tb yang reaktif 
terhadap sarum penderita tuberculosis laten 
terus dilakukan untuk menangani penderita 
TB yang semakin meningkat (Hasegawa, et. 
al., 2002). Diketahui bahwa CFP 21 
merupakan antigen dikodekan dengan 
wilayah RD2 yang dibatasi dalam kompleks 
Mycobacterium tuberculosis yang khusus 
sebagai kandidat antigen tuberkulosis yang 
spesifik (Fu, et. al., 2009). Dihasilkannya 
antigen tersebut akan dapat memberikan 
proteksi terhadap penderita TB aktif pada 
usia produktif, mereduksi biaya pembuatan 
vaksin TB, yang pada akhirnya diharapkan 
dapat mengurangi angka morbiditas dan 
mortalitas yang disebabkan oleh TBC. 
Berdasarkan uraian tersebut, pada 
penelitian ini akan dilakukan produksi 
antigen CFP 21 dengan teknologi DNA 
rekombinan. Produksi antigen tersebut dapat 
dilakukan dengan terlebih dahulu 
mengkloning gen penyandi antigen CFP 21.  
Waktu dan Tempat Penelitian  
Penelitian ini dilakukan pada 
Oktober – November 2016, bertempat di 
Unit Tuberkulosis Hasanuddin University 
Medical-Research Center (HUM-RC), 
Universitas Hasanuddin, Makassar. Analisis 
data dilakukan di Laboratorium Genetika, 
Departemen Biologi, Fakultas Matematika 
dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas 
Hasanuddin. 
METODE PENELITIAN 
Alat 
Alat yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah sentrifuse (Profuge), 
waterbath (Memmert), Vortex (Heildoph), 
timbangan (Kern Ew), inkubator shaker 
(Heildoph), inkubator (Memmert), mesin 
elektroforesis (Bio-Rad), mikropipet (Bio-
Rad), geldoc (Bio-Rad), tabung 1,5 mL dan 
0,5 mL (Axygen), tabung 50 mL (Iwaki), 
Kulkas (LG), Freezer (GEA), Ice maker 
(Hishozaki), Autoclave (Hirayama), laminar 
air flow (Scie-Plas), cawan petridish, 
erlenmeyer (Pyrex), mikrotip, tabung 
eppendorf, rak tabung eppendorf, lemari 
pendingin (sharp), elektroforesis gel agarosa 
(Bio-Rad), power supply (power pac 100 
Bio-Rad), gelas ukur (Pyrex), botol reagen, 
geldoc (Biohazard), dan spatula Drygalski. 
Bahan 
Bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah produk PCR CFP 21, 
kit purifikasi DNA (Qiagen), marker DNA, 
agarose, E. coli JM 109, ampisilin, EtBr, X-
Gal, IPTG, buffer PB, buffer PE, buffer EB, 
media Luria Bertani, loading dye, vektor 
pGEM-T Easy, enzim T4 DNA ligase, 2x 
buffer ligation, dan akuades steril. 
 
Prosedur Kerja 
Pemurnian produk PCR dengan Kit 
Qiagen 
Penelitian ini dimulai dari pemurnian 
terhadap produk PCR yang didapatkan. 
Pemurnian produk PCR menggunakan Kit 
Geneaid yang mempunyai kolom EZ-10. Kit 
tersebut memiliki tahapan dalam purifikasi 
yaitu gel dissociation, DNA binding, Wash 
dan DNA elution. Pemurnian bertujuan agar 
mendapatkan fragmen DNA murni yang 
akan diligasikan ke vektor kloning.  
Sebanyak 10 μL produk PCR 
ditambahkan dengan buffer PB 50 μL 
(perbandingan 1:5), dimasukkan ke dalam 
effendorf kemudian diinversi hingga produk 
PCR dan buffer PB menjadi homogen. 
Setelah itu dipindahkan ke dalam tabung 
spin colom dan disentrifuse pada 13000 rpm 
selama 1 menit. Supernatan pada tabung 
pengumpul (collection tube) dibuang lalu ke 
dalam kolom ditambahkan 700 μL larutan 
buffer PE. Kolom disentrifugasi pada 13000 
rpm selama 1 menit dan supernatan dibuang, 
kolom disentrifugasi kembali pada 13000 
rpm selama 1 menit. 
Kolom kemudian dipindahkan ke 
tabung effendorf 1,5 mL dan matriks pada 
kolom EZ-10 dielusi dengan dengan 35 μL 
buffer EB lalu didiamkan ± 3 menit setelah 
itu disentrifugasi kembali pada 13000 rpm 
selama 1 menit, supernatant yang terbentuk 
dibuang sehingga diperoleh DNA pekat. 
Produk yang sudah diperufikasi dicek 
melalui elektroforesis menggunakan gel 
agarosa. 
Elektroforesis hasil purifikasi produk 
PCR dilakukan dengan cara membuat gel 
agarosa sebanyak 0,75 gr ke dalam 50 mL 
TBE, kemudian panaskan dalam microwave 
selama 3 menit tanpa diaduk, kemudian 
angkat dan dinginkan lalu tambahkan EtBr 
(Ethidium Bromide), kemudian cetak ke 
dalam cetakan agar yang telah diatur. 
Biarkan hingga memadat. Kemudian 
masukkan sampel ke dalam masing-masing 
sumur gel yang ditambahkan dengan loading 
dye. Hasil elektroforesis kemudian 
divisualisasikan menggunakan geldoc. 
 
Ligasi DNA orf  MPT 64 ke vektor 
kloning pGEM-T Easy  
Ligasi dilakukan antara vektor 
pGEM-T Easy yang dilinearkan dengan gen 
CFP 21 (insert) yang telah dipersiapkan 
sebelumnya. Sebanyak 1 µL vektor pGEM-
T Easy, 5 µL purify CFP, 1 µL  T4 DNA 
ligase, 2 µL  2x buffer ligation, dan 3 µL  
nuclease free water dimasukkan dalam 
effendorf lalu diinkubasi pada suhu 4
o
C 
selama overnight. Hasil ligasi siap untuk 
ditransformasi ke dalam sel kompeten.  
Transformasi  Pada Sel Kompeten E. coli 
JM 109 
Pembuatan Sel Kompeten  
Sel kompeten yang digunakan ialah 
sel kompeten E. coli JM 109. Koloni tunggal 
E.coli JM 109 ditumbuhkan dalam 5 ml 
medium LB cair. Kemudian di inkubasi 
menggunakan inkubator shaker pada 37
0
C 
selama 18 jam pada 150 rpm. Selanjutnya ke 
dalam 20 ml LB cair dimasukkan 2% kultur 
dan di inkubasi menggunakan inkubator 
shaker pada 37
0
C selama 2 jam. Kultur 
dipindahkan ke tabung effendorf 1,5 mL 
sebanyak 1,5 mL. Kultur didinginkan dalam 
es selama 10 menit, lalu disentrifugasi pada 
4000 rpm selama 10 menit dan supernatan 
dibuang. Diamkan pellet selama satu menit 
dengan posisi effendorf yang terbalik, 
masukkan 300 µl CaCl2 0,1 M,  resuspensi 
pelan-pelan dan di sentrifugasi lagi pada 
4000 rpm selama 10 menit. Supernatan 
dibuang dan tambahkan 100 µl CaCl2 0,1 M 
dingin kemudian diinkubasi semalam pada 
4
0
C. 
 
Transformasi pada E.coli JM 109 
Metode yang digunakan dalam 
transformasi ini adalah heat shock 
berdasarkan Sambrook et al.,(1989). 
Sebanyak 10 μL produk ligasi dimasukkan 
ke dalam 50 μL sel kompeten. Sebagai 
kontrol positif digunakan pGEM-T Easy 
tanpa DNA sisipan dan sel kompeten tanpa 
plasmid sebagai kontrol negatif. Ketiga 
tabung diinkubasi dalam es selama 1 jam.  
Proses heat shock dilakukan pada 
suhu 42
o
C selama 90 detik, kemudian 
diinkubasi dalam es selama 1 jam. 
Selanjutnya ditambahkan media LB cair 
sampai volume 600 μL. Tabung diinkubasi 
dengan menggunakan inkubator goyang 
pada suhu 37
o
C, selama 3 jam pada 150 
rpm. Selanjutnya disentrifugasi pada 12000 
rpm selama 1 menit. Produk transformasi 
sejumlah 600 μL dipekatkan menjadi 150 μl 
kemudian disebarkan masing-masing 50 μL 
pada 20 ml media Luria- Bertani (LB) padat 
yang mengandung 0,15mg/mL ampisilin, 
0,8mg X-gal dan 0,397mM IPTG. 
 
Analisis Data 
 Hasil kloning Rv 1984c pengkode 
protein CFP-21 dianalisis berdasarkan ada 
tidaknya koloni putih biru yang terbentuk 
kemudian data disajikan dengan 
menggunakan gambar dan dijelaskan secara 
deskriptif. Koloni yang mengandung 
pGEM-T dengan DNA sisipan gen CFP-21 
akan berwarna putih. Sedangkan koloni biru 
merupakan E.coli yang hanya membawa 
plasmid pGEM-T Easy tanpa gen CFP21. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Purifikasi DNA Produk dengan 
menggunakan Purification Kit (Qiagen) 
Penyiapan DNA insert dilakukan 
dengan menggunakan PCR. Metode PCR 
dipilih karena mampu diperoleh sejumlah 
besar DNA dengan urutan basa tertentu 
dalam waktu yang singkat (Grompe et al., 
1998). Gen Rv1984c yang telah 
diamplifikasi selanjutnya dipurifikasi. 
Purifikasi bertujuan untuk menghilangkan 
sisa-sisa primer, garam, enzim, dan materi 
lain yang dapat mengganggu proses kloning. 
Pada penelitian, menggunakan Purification 
Kit (Qiagen) untuk purifikasi produk.  Hasil 
purifikasi DNA yang dicetak pada gel 
agarosa memberikan hasil seperti pada 
Gambar 1. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 1. Pita DNA Hasil Purifikasi Isolat (M: Marker 100 bp) 
Keterangan : M =Marker 100 bp, CFP = Culture Filtrate Protein 608 bp 
 
Elektroforesis menghasilkan band 
DNA yang berpendar. Band DNA yang 
berpendar ini merupakan hasil reaksi antara 
DNA dan ethidium bromide (EtBr). 
Pergerakan molekul protein pada proses 
elektroforesis ditandai oleh marker yang 
merupakan suatu segmen DNA yang 
spesifik dan telah diketahui ukurannya. 
Marker DNA yang terdapat di dalam ruang 
elektroforesis berfungsi sebagai penanda 
posisi pasangan basa dari molekul DNA 
yang bermigrasi. 
Pada Gambar 1 dapat dilihat adanya 
satu band DNA yang terbentuk dan 
berpendar sebagai hasil purifikasi. Band 
DNA yang terbentuk berada diantara band 
ke-6 dan ke-7 pada marker, hal ini 
menandakan bahwa ukuran band DNA yang 
terbentuk berada antara 600 bp – 700 bp. 
Marker yang digunakan pada penelitian ini 
adalah marker 100 bp. Terbentuknya band 
DNA yang berukuran 608 bp menunjukkan 
kesesuaian dengan hasil penelitian yang 
diperoleh oleh Fu et al., 2009.  
Dihasilkannya band DNA yang 
berukuran 608 dan tidak terdapat dimer 
pada hasil elektroforesis membuktikan 
bahwa purifikasi yang dilakukan telah 
berhasil. DNA insert (Rv1984c) hasil 
purifikasi telah siap digunakan pada 
tahapan selanjutnya untuk diligasikan ke 
vektor pGEM-T Easy. 
 
Ligasi Vektor Plasmid pGEM-T 
Easy dengan produk purifikasi  
Pada penelitian hasil purifikasi 
produk PCR (Rv1984c) digunakan sebagai 
insert. Vektor pGEM-T Easy digunakan 
sebagai vektor kloning karena memiliki 
daerah Origin of Replication (ORI) untuk 
fragmen DNA sisipan. Selain itu, vektor 
pGEM-T Easy memiliki situs gen resisten 
Ampisilin (Amp
r
) dan gen lacZ yang 
berfungsi dalam skrining biru-putih pada 
saat dilakukan transformasi pada sel 
kompeten Escherichia coli JM 109.  
Pada penelitian ini reaksi ligasi 
dilakukan dengan menggunakan enzim T4 
DNA ligase yang diiunkubasi pada suhu 4
o
C 
over night. Selain itu, pGEM-T Easy 
Komposisi vektor dan insert yang digunakan 
untuk proses ligase adalah sekitar 1:5. 
Perbandingan  dengan jumlah komposisi  
insert yang lebih banyak bertujuan untuk 
meningkatkan peluang insert dalam 
berikatan dengan vektor. Hasil dari proses 
ligasi diharapkan diperolehnya vektor 
rekombinan pGEM-T-Easy-Rv1984c yang 
sirkuler. Hasil dari proses ligasi diharapkan 
diperolehnya vektor rekombinan pGEM-T 
Easy-Rv1984c yang sirkuler. Reaksi ligasi 
dikerjakan sedimikian rupa sehingga akan 
menghasilkan rekombinan yang banyak 
(Sudjadi, 2008). Hasil dari ligasi tidak dapat 
dilihat secara kasat mata, sehingga perlu 
dilakukan transformasi ke dalam sel 
kompeten E.coli JM 109 dan ditumbuhkan 
pada media LB yang ditambahkan ampisilin, 
IPTG dan X-gal dilakukan untuk 
membuktikan keberhasilkan proses ligasi. 
 
Transformasi Sel Kompeten E coli JM109 
 Hasil ligasi ditransformasikan pada 
sel kompeten E. coli JM 109 sebagai inang 
kloning. Sel E. coli JM 109 lebih efisien 
dalam menggabungkan antara vektor dan 
insert, dapat tumbuh dengan baik dan 
ditransformasikan secara efisien dengan 
berbagai metode. Faktor penting yang 
mempengaruhi efisiensi transformasi adalah 
kualitas dari sel kompeten (Xiaowei Li et 
al., 2010). Sel E. coli dibuat kompeten 
supaya permeabilitas dinding sel meningkat 
sehingga vektor rekombinan lebih mudah 
masuk ke dalam sel. Proses transformasi 
dilakukan dengan metode heat shock pada 
suhu 42
◦
C selama 90 detik (Radji, 2011). 
Proses ini menyebabkan pori-pori dari 
membran sel E. coli terbuka dalam waktu 
yang singkat dan siap untuk menerima 
vektor rekombinan yang akan masuk. Pada 
metode ini sel E. coli JM 109 diberi kejutan 
dengan suhu dingin dan suhu panas secara 
bergantian agar dinding selnya mengembang 
dan mengempis secara cepat sehingga 
memungkinkan DNA dari luar masuk ke 
dalam sel.  
Pada penelitian ini, hasil dari 
transformasi diuji keberhasilannya dengan 
cara ditumbuhkan pada media LB padat 
yang ditambahkan ampisilin. Hanya klon E. 
coli yang mengandung vektor rekombinan 
pGEM-T Easy-Rv 1984c yang dapat tumbuh 
pada media LB padat yang ditambah dengan 
ampisilin.      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 2. Hasil Transformasi dan skrining biru putih 
Keterangan : A = Kontrol Negatif, B = Kontrol Positif, C = Transformasi Sel Kompeten E. coli 
JM 109, 1 = Koloni Putih, 2 = Koloni Biru 
A B 
C 
1 
1 
2 
 Tabel 1. Hasil Transformasi E.coli JM 109 
Sampel 
Jumlah 
Koloni Putih 
Jumlah 
Koloni Biru 
Persentase 
Koloni putih Koloni Biru 
A 
B 
C 
- 
1410 
672 
- 
- 
316 
100 % 
- 
68 % 
- 
- 
32 % 
Transformasi adalah tahap lanjutan 
dari proses ligasi. Transformasi dikatakan 
berhasil apabila rangkaian DNA yang 
diintroduksikan dapat disisipkan ke genom 
sel inang (bakteri), diekspresikan, dan 
terpelihara dalam seluruh proses 
pembelahan sel berikutnya. Seleksi bakteri 
pembawa DNA rekombinan dapat dilakukan 
denan dua cara yaitu seleksi resistensi 
antibiotika dan seleksi warna. Sebelum 
melakukan proses transformasi, dibuat suatu 
kontrol untuk mengetahui tingkat 
keberhasilan. Sebagai kontrol negatif 
digunakan suspensi sel kompeten yang tidak 
tersisipi DNA rekombinan yang 
ditumbuhkan pada media LB padat yang 
ditambahkan ampisilin atau agen penyeleksi 
sehingga dapat menyeleksi sel bakteri yang 
tumbuh pada media tersebut hanya sel yang 
kompeten. Kontrol positif dibuat tanpa 
menambahkan antibiotik, sehingga dapat 
diketahui kemampuan sel kompeten untuk 
hidup di media tanpa antibiotik atau agen 
penyeleksi klon transforman E. coli diseleksi 
dengan menggunakan marker antibiotik 
ampisilin. 
Pada Gambar A menunjukkan bahwa 
kontrol negatif yaitu E. coli JM 109 hasilnya 
sama sekali tidak tumbuh koloni pada media 
yang ditambahkan ampisilin. Hal ini 
disebabkan karena  E. coli JM 109 tidak 
memiliki plasmid yang resisten ampisilin. 
Pada media hanya berupa E. coli JM 109 
yang tidak tersisipi oleh insert. 
Pada gambar B dapat dilihat bahwa 
kontrol positif yaitu E. coli JM 109 yang 
disisipi oleh insert dan ditumbuhkan pada 
media tanpa ampisilin, hasilnya tumbuh 
koloni putih dalam media LB sebanyak 1410 
koloni. Hal ini disebabkan karena pada 
kontrol positif terdapat plasmid pGEM-T 
Easy yang memiliki penanda resisten 
ampisilin.  
Pada gambar C dapat dilihat hasil 
transformasi sel kompeten E. coli JM 109 
yang tumbuh pad media LB padat yang 
ditambahkan ampisilin serta X-gal dan IPTG 
menghasilkan koloni bakteri berwarna putih 
dan koloni biru. Pada media LB tumbuh 
sebanyak 672 koloni putih dan 316 koloni 
biru. Hasil pengamatan pada Tabel 1 
menunjukkan bahwa proses ligasi dan 
transformasi sel E.coli JM 109 telah 
berhasil. Perbandingan jumlah koloni putih 
(sel rekombinan) : koloni  biru  (sel  non  
rekombinan)  adalah  2  :  1,  hal  ini  
menunjukkan proses transformasi 
berlangsung dengan baik (Jones, 1998).  
Banyaknya klon transforman yang 
tumbuh menunjukkan bahwa transformasi 
yang dilakukan berhasil dengan baik. 
Escherichia coli merupakan inang umum 
yang digunakan untuk produksi protein 
rekombinan, meskipun terdapat gen yang 
kurang efisien apabila diekspresikan pada 
organisme ini (Srivastva, et al., 2005). 
Seleksi biru putih (blue-white 
screening) yaitu metode untuk memisahkan 
sel yang mengandung plasmid rekombinan 
dengan sel yang mengandung plasmid tanpa 
insert. Seleksi biru putih dilakukan untuk 
mengetahui keberhasilan proses ligasi atau 
keberadaan DNA sisipan. Metode ini 
menggunakan media yang mengandung X-
gal dan IPTG (Isopropil Thiogalaktosida) 
(Brown, 1995). 
Sel bakteri yang mengandung 
plasmid tanpa insert ditumbuhkan pada 
media LB dan ampisilin tersebut maka 
gen lac-Z akan terekspresikan dan β-
galaktosidase dihasilkan serta menghasilkan 
koloni biru. Enzim ini akan memecah X-gal 
dan menghasilkan senyawa berwarna biru, 
begitu pula sebaliknya, jika sel yang 
mengandung plasmid rekombinan 
ditumbuhkan atau berhasil tersisipi maka 
pada media LB tersebut, maka gen lac-
Z tidak akan diekspresikan dan β-
galactosidase tidak akan terbentuk. Koloni 
akan berwarna putih (Brown 1995). Koloni 
putih (sel transforman) menunjukkan DNA 
pengkode CFP 21 telah diligasi pada daerah 
MCS (multi cloning site) yang terdapat pada 
gen lacZ pGEM-T . DNA insert bergabung 
dengan pGEM-T  Easy pada ujung T dalam 
ORF lacZ yang menyandikan β-
galactosidase. β-galactosidase dapat 
memotong X-gal (IPTG sebagai 
penginduksi) sehingga menghasilkan 
senyawa galaktosa dan 5-bromo-4-kloro-3-
4,4’-dikloro-indigo, senyawa berwarna biru 
tidak larut. Ketika benar DNA insert 
terligasi dengan pGEM-T  Easy maka β-
galactosidase tidak dapat tersandikan dan 
tidak terbentuk senyawa biru tersebut (Enri, 
2011). Oleh sebab itu, koloni yang berhasil 
tersisipi akan nampak berwarna putih. 
Transforman yang dihasilkan ada yang 
berwarna biru dan putih, adanya warna biru 
karena senyawa X-gal dalam medium 
(Wibowo 2002). Proses ligasi atau 
penyambungan fragmen DNA yang tidak 
berhasil ditandai dengan warna koloni 
berwarna biru, sehingga dapat dikatakan 
meligasikan dan transformasi fragmen DNA 
berhasil dilakukan karena terdapat koloni 
putih. Jika koloni berwarna biru artinya 
proses transformasi yang dilakukan tidak 
berhasil hal ini dapat terjadi karena ukuran 
insert terlalu kecil sehingga tidak mampu 
membuat gen lacZ terinaktifasi atau posisi 
sisipan yang tidak tepat, dan insert  yang 
diklon bersifat meracuni bagi sel bakteri.  
Hasil transformasi yang diperoleh 
menunjukkan keberhasilan proses 
transformasi vektor ke dalam sel host E.coli 
JM 109. Proses transformasi ini penting 
dilakukan untuk mengetahui bahwa bakteri 
yang telah ditumbuhkan pada media 
ampisilin berhasil disisipi dengan gen 
Rv1984c atau tidak. Koloni putih yang 
terbentuk merupakan bakteri yang berhasil 
disisipkan gen Rv1984c. Koloni putih ini 
dapat digunakan sebagai dasar dalam 
memperoleh protein CFP 21 sebagai 
kandidat antigen untuk imunodiagnostik 
tuberkulosis laten 
Imunodiagnostik sebagai metode 
yang lebih spesifik memiliki peluang dalam 
mengenali infeksi TB tersebut, dengan 
menggunakan antigen yang dimurnikan 
untuk mendeteksi adanya antibodi terhadap 
kuman TB di tubuh pasien. Keberhasilan 
kloning gen Rv1980c yang menyandikan 
CFP 21 sebagai antigen spesifik 
Mycobacterium tuberculosis memberikan 
peluang untuk melakukan serangkaian 
pengujian lebih lanjut dalam 
immunodiagnostik, selain itu dapat pula 
dilakukan rekombinasi antigen (protein) 
spesifik untuk meningkatkan spesifitas uji 
imunodiagnostik terhadap penderita 
tuberkulosis laten. 
 
KESIMPULAN 
Berdasarkan penelitian menunjukkan 
bahwa gen Rv 1984c yang mengkode 
protein dari CFP 21 Mycobacterium 
tuberculosis telah berhasil disisipkan ke 
dalam vektor pGEM-T Easy membentuk 
klon rekombinan, berdasarkan hasil 
transformasi pada inang E. coli JM 109. 
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